© BUNDESREPUBLIK 
DEUTSCHLAND 




© Off enlegungsschrift 
® DE 10126158 A 1 



Int. CI. 7 : 

C 08 L 71/02 

C 08 G 59/20 



DEUTSCHES 
PATENT- UND 
MARKENAMT 



© Aktenzeichen: 
@ Anrneidetag: 
@ Offenlegungstag: 



101 26 158.6 
30. 5.2001 
12. 12. 2002 



00 

in 
to 

CM 



LU 

Q 



© Anmelden 

Novira Chem GmbH, 84427 Sankt Wolfgang, DE 



Erfinder: 

Erfinder wird spater genannt werden 



Die f olgenden Angaben sind den vom Anmelder eingerofchten Untorlagon entnommen 

Prufungsantrag gem. § 44 PatG ist gestellt 

(g) Eine Methods zur Synthese von Gemischen einfach aktivierter und nicht aktivierter Polyoxyalkylene zur 
Modifizierung von Proteinen 

® Die Erfindung betrifft eine Methode zur Heretellung von 
hochrefnea spezifisch elnseftig aktivierterVfunktionali- 
sierten Polyoxyalkylenen, die vorwiegend zur Kopplung 
an Proteine und anderen biologiach aktive Molekule ein- 
gesetzt werden. Die Methode ist geeignet, Gemlsche von 
einfach aktfvierten Polyoxyalkylene mit nlcht reaktiven 
Polyoxyalkylenen zur VerfQgung zu stall en, die eine Ver- 
netzung der Proteine durch mehrfach aktivierte Polyoxy- 
alkylen molekule ausschlieSt und damit vielfaltige Kom- 
plikat'onen bei der Modifizierung biologiach aktiver Mole- 
kale und Proteine vermeidet 
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Beschreibung 
Hintergrund der Erfindung 

5 [0001] Biologisch aktive Molekiile, vor a Hem Proteine und Enzyme steuern und regulieren vielMtige Lebens- und 
S toffwecriselvorgange in lebenden Organismen. Fur viele medizinische Indikationen und Anwendungcn wurdcn daher 
chemisch oder biocbemisch hergestellte Proteine entwickelt, die ein aufiergewdhnlicbes Wirkungsspektrum entfalten. 
Als nachteilig bei diesen auf rein en Proteinen basierenden Therapien haben sich mogliche antigene Wirkungen der ver- 
abredchteo Proteine erwiesen. Dariiber hinaus ktinnen diese auf Proteinen basierenden Medikamente im allgemeinen 

to nicfat oral sondero nur per Injektion verabreicht werden. Auch werden sie relativ schnell uber die Niere ausgeschieden > 
das heiBt sie haben im Organismus nur eine sehr begrenzte Halbwertszeit. Eine Vielzahl von Arbeiten haben sich mit der 
Kopplung vexschiedenster synthetischer wasserloslicher Polymere an solche biologisch aktiven Molekiile beschaftigt, 
mit dem Ziel mogliche antigene Wirkungen zu verhindern, sowie die Halbwertszeit im Oiganistnus zu erhohen. (Del- 
gado C. Francis, G. E, Hsher, D. Grit Rev. Ther. Drug Carrier Syst 1992, 9, 2549-304). Als besonders geeignet haben 

15 sich dabei Polyoxyalkylene insbesondere Polyoxyethylene gemaB der Strukturformel 1 erwiesen. (Reza Mehvar, J. Phar- 
maceutSci,3(l) 125, 2000). 

Strukturformel 1 

20 ROCHaCH^OCHzCH^OH (=RaPOE-OH) 

mit R = H: alpha-omega-Dihydroxyrx>lyoxyethylen 

mit R = Aryl oder Alkyl alpha-hydroxy-oraega-Alkoxypolyoxyethylen bzw. alpha- hydroxy-omega- Aryloxypolyoxy- 
ethylen 
25 undo = 5 bis 2000 

[0002] Polyoxyethylene vereinen fur diese Anwendung eine \fielzahl von Vorteilen. Sie sind hervorragend wasserlos- 
Lich. Sie zeigen praktisch keine antigene Wirkung. Sie werden enzymatisch nicht abgebaut, sind jedoch bakteriell abbau- 
bar. Sie weisen in wassriger Losung bedingt durch ihre Koordinationsphare mit WassermolekQlen ein extrem groBes hy- 
drodynanrisches Volumen auf. Oblicherweise werden zur Modifizierung Yon Proteinen die Polyoxyethylene chemisch an 

30 freie Amino-, Hydroxy, Thiol- oder Carboxygruppen des ProteinmoiekuJs gekoppelt Die meisten Arbeiten beschiiftigen 
sicb mit der Kopplung der Polyoxyethylene an die freien primaren Aminogruppen der Proteine, vor allem der Amino- 
saure Lysin (Veronese, E M, Caliceti, P, Schiavon, O., Sartore, L. in Polyethylene glycol) Chemistry, Biotechnical and 
Biomedical applications; Plenum Press; New York 1992, Seite 127-136). Ziel ist eine ednzelne oder eine definierte An- 
zahl Polyoxyethylenketlen an ein ProteinmolekQl zu binden, ohne die biologische Aktivi tat wesentlich zu verandern, je- 

35 doch die Halbwertszeit des Proteins im Korper zu erhohen und die antigene Wirkung zu vennindern. Vielfaltige Unter- 
suchungen haben gezeigt, dass die gewOnschten Wirkungen wie z. B. ErhBhung der Halbwertszeit des Proteins im K6r- 
per mit zunehmender Molmasse der Polyoxyalkylene verbessert werden konnten. Fur die Kopplung an die Proteine wer- 
den Polyoxyalkylene an den freien Hydroxygruppen aktiviert, das heiBt die freien Hydoxygruppen chemisch so umge- 
setzt, dass re aktive Gruppen entstehen, die in einfacher Weise mit den freien Amino-, Hydroxy-, Ibiol oder Carboxyl- 

40 gruppen des biologisch aktiven MolekQls reagieren. Es wurde eine Vielzahl von Kopplungsreaktionen entwickelt urn Po- 
lyoxyethylene/Polyoxyalkylene an biologisch aktive Molekiile chemisch zu binden. (Zalipsky, S., Lee, C. in 
Poly(ethylene glycol) Chemistry, Biotechnical and Biomedical applications; Plenum Press; New York 1992, Seite 
347-370; Kinstler, O. B., Gabriel, N. R, Farrar C. E., Deprince, R, B. US 5,985,265). Beispiele ffir Reaktionen die zur 
Aktivierung von Polyoxyethylenen fuhren sind, einschliefilich der resultierenden aktivierten Polyoxyethylenderivate in 

45 den folgenden Reaktionsgleichungen 1-4 wiedergegeben. 

Reaktionsgleichung 1 




2 



DE 101 26 158 A 1 

Reaktionsgleichung 3 

RO-POE-OH RO-POE-o"^N-^ 



Reaktionsgleichung 4 io 



B— CH^ — \ 

RO-POE-OH !L 



.0 

- RO-POE-O— (CH 2 ) K \ 

H 15 

[0003] Im Fall von alpha-omega-Dihydroxypolyoxyethylenen entstehen bei der Aktivierung alpha-omega-maktivierte 
Polyoxyethylene. 

[0004] Im Fall von alpha-hydroxy-omcga-Alkoxypolyoxyethylenen bzw. alpha-hydroxy-omega-Aryloxypolyoxyethy- 
lenen entstehen bei der Aktivierung einfach alpha-aktivierte-<OTega-Alkoxynolyoxyethylene bzw. einfach alpha-akti- 20 
vierte-omega-Aryloxypolyoxyethylene. Fiir die Kopplung an Proteine und biologisch aktive Molekiile werden im allge- 
meinen alpha-hydioxyK>inega-alkoxy-Polyoxyetbylene zu monoaktivierten Polyoxyethylenen umgesetzt, da di-akti- 
vierte Polyoxyethylene mehrere Proteine vemetzen k5nnen. Die Vernetzung von Proteinen durch zweifach aktivterte Po- 
lyoxyalkylene hat die auf der nachsten Seite beschriebenen, nachteiligen Effekte wie z. B. erhdbte antigene Aktivitat der 
Proteine oder zusatzliche, aufweodige Reurigung der modifizierten Proteine zur Folge. 25 
[0005] Die Synthese der Polyoxyalkylenen selbst erfolgt durch anionische, alkalische Polymerisation von Alkylenoxi- 
den, ausgehend von einem Initiatormolektu\ das noch inindestens ein aktives, acides Wasserstoffatorn enthSlt. Das Initia- 
tormolekul wird mit einer Base, im allgemeinen Alkali-, Erdalkalimetallen, Alkahmetallalkoholaten, Alkalimetallhydri- 
den oder Alkab'metallalkylen in ein Iniu'atoranion (Alkoholat-, Amid- oder im einfechsten Fall ein Hydroxidanion) um- 
gesetzt, das die Polymerisation des Aikylenoxid einleitet (Reaktionsgleichung 5a, 5b) (lit: Ullmann's Encyclopedia of 30 
Industrial Chemistry 5. Ed. Vol. A21, S. 583). Durch Verwendung von Glycidol als Cornonomer konnen nach dem glei- 
chen Reaktionsschema verzweigte Polyoxyalkylene (Reaktionsgleichung 6a, 6b) hergestellt werden. 

Reaktionsgleichung 5 

35 

Synthese von linearen Polyoxyalkylenen 

a) R 2 XH + B- ►R 2 X+BH 

1. Polymerisation 40 

b) R X' + nCHr-CHR 1 — ► R^CHaCHR'fOCHzCHRViOH 



\ / 
O 



Reaktionsgleichung 6 
Synthese von verzweigten Polyoxyalkylenen 

a) R 2 XH + B" ► R 2 X +BH 

b) R 2 X- + nCH^HR 1 + C H2 -CHCH 2 0H " ******** 



45 



50 



\/ \/ 2.H+ 55 

o o 

R 2 X(CH 2 CHR 1 0) p CH 2 CH (OCH 2 CHR 1 )n^OH 
CH 2 (OCH 2 CHR 1 ) m OH 

mil R 2 = Alkyl, Aryl, H oder QHznXH, X = 0 oder NR 3 und n = 5 bis 2000 R 1 = Alkyl oder H und R 3 = Alky], Aryl oder 
H, B = Base und m, p, n ganze Zahlen, fur die gilt dass m+p kleiner als n ist 

65 
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CHr-CHR 1 
\ / 
O 

wild ira weiteren als Alkylcnoxid bezeichnet 

CH2-CHCH 2 OH 
\ / 
O 

wirti im weiteren als Glycidoi bezeichnet 

R 2 XH wird im weiteren als Initiatormolekul fur die anionische Polymerisation des Alkylenoxids bezeichnet. 
R Z X~ wind im weiteren als Initiatoranion bezeichnet 

[0006] Im Falle von R 2 = Alkyl oder Aryl und X = O entstehen alpba-hydroxy-omega- Aikoxypolyoxyethylen bzw. al- 
pha-hydioxy^mega-Aryloxypolyoxy alkylene* Im Falle von R 2 = H oder R 2 = Alkenyl-OH entstehen alpha-omega-Di- 
hydroxypolyoxy alkylene Bedingt durch die gangige Synthese der alpha-hydroxy-omega-Alkoxypolyoxyethylene gemaB 
Reaktionsgleienung 5a, b enthalten diese wegen der Reaktion des Alkylenoxids mit Spuren von im Alkylenoxid oder In- 
itiatormolekOl enthaltenen Wassers und bedingt durch KettenObertragungsreaktionen immer einen mehr oder weniger 
groBen Anteil an alpha-omega-dihydroxy-Polyoxyethylenen (Leonard, NL, Dellacherie, E. Makromol. Chem. 189, 
1809-1 817 (1988)). Dieser Anteil an alpha-omega-dihydroxy-Polyoxyethylenen nimmt mit zunehmender Molmasse der 
alpha-hydroxy-omega-Alkoxypolyoxyethylene ebenfalls zu. Die alpha-omega-dihydroxy-Polyoxyethylene reagieren 
bei der Aktivierungsreaktion wie oben beschrieben zu alpha-omcga-di- aktivierten Polyoxyethylenen, die bei der Kopp- 
lungsrcakdon mehrere Proteine vernetzen. Diese vernetzten Protcinspezies zeigen im allgemeinen deutlich verringerte 
biologische Aktivitat und verursachen bei der Applikadon anligene Reaktionen im Organismus (Zalipsky, S., Lee, C. in 
Poly(ethylene glycol) Chemistry, Biotechnical and Biomedical applications; Plenum Press; New York 1992, Seite 
347-370; Kinstler, O. B., Gabriel, N. E., Farrar C. E., Deprince, R. B. US 5,985,265). Aus diesem Grunde erfoidert die 
Gegenwart der alphMmega-dihydroxy-Pciyoxyethylcn- bzw. der alpha-omega-diakdvierten Polyoxyethylen-Verunrei- 
nigungen aufwendige und teuere Nachreinigungen der Poiyoxyemylen-modifizierten Proteine. Zudem geht ein nicht un- 
wesentlicher Tbil des teuren Ausgangsproteins durch die "vemetzungsreaktion verioren. 

[0007] Im Gegensatz dazu storen alpha-omega-dialkoxy-Polyoxy alkylene die Proteinmodifizierung und Proteinkopp- 
lung nicht, da sie in Folge der vollst&ndigen Veretherung der Endgruppen nicht weiter aktiviert werden konnen und nicht 
an Proteine koppeln konnen, 

[0008] Die vorliegender Erfindung zugrunde liegende Aufgabe bestand somit darin Gemische aus spezifisch alpha-hy- 
dioxy-omega-alkoxy-Polyoxyalkyiene mit alpha-omega-dialkoxy-Polyoxyalkylenen, die keine oder nur niinimale \fer- 
unreinigungen an alphaKHnega^hydroxy-Polyoxyalkylenen enthalten sowie eineMethode zu deien Herstellungzu ent- 
wickeln. Diese Gemische miissen leicht in spezifisch einrach aktivierte Polyoxyalkylene und alpha-omega-dialkoxy-Po- 
lyoxyalkylene uberfiihrbar sein und diirfen keine oder nur minimale Anteile mehrfach aktivierter Vferunreimgungen ent- 
halten. Die Aufgabe der vorliegenden Erfindung kann auch durch direkte Herstellung von Gemischen, die aus spezifisch 
einseitig aktivierten Polyoxyalkyienspezies (alpha-aktivierte-omega-alkoxy-Polyoxyalkylene oder alpha-aktivierte- 
omega-hydroxy-Polyoxyalkylene) mit nicht aktivierten alpha-omega-dialkoxy- oder nicht aktivierten alpha-omega-di- 
hydroxy-Polyoxyalkylenen bestehen, die keine oder nur minimale Anteile alpha-omega- mehrfach aktivierte Pblyoxyai- 
kylen-Veiynreimgungen enthalten, erreicht werden. 

[0009] Uberraschenderweise konnte diese Aufgabe wie im weiteren beschrieben durch einen aus vier Schritten zusam- 
mengesetzten Prozess geldst werden, ausgehend von einem Lutiatormolekul fur die anionische, alkalische Polymerisa- 
tion von Alkylenoxiden, das folgende \foraussetzungen erftillt: 

Das Initiatormolekul muss mindestens ein acides Wasserstoffatom an einer Sauerstoff oder Stickstoffgruppe aurweisen 
und gleichzeitig eine aktivierte oder aktivierbare Gruppe A, die durch eine Schutzgruppe (im weiteren gekennzeichnet 
durch R 4 ), die unter alkalischen Bedingungen stabil geschutzt ist, enthalten. Das acide Wasserstoffatom (H), wird im 1. 
Reaktionsschritt mit einer Base wie zum Beispiel Alkali* oder Erdalkalimetallen, Alkalimetallalkoholaten, Alkalimetall- 
hydriden oder Alkalimetallalkylen zum entsprechende Icitiatoranion umgesetzt, das die anionischen Polymerisation von 
Alkylenoxid einleitet. Die Schutzgruppe R 4 schUtzt die aktivierte oder aktivierbare Gruppe A unter den Bedingungen der 
Alkylenoxidpolymerisatioa Die Schutzgruppe R 4 des Initatormolekiils muss nach der Polymerisation leicht entfernbar 
sein. Die geschOtzte aktivierte oder aktivierbare Gruppe stellt eine Gruppe dar, die nach der Abspaltung der Schutz- 
gruppe direkt mit einem Protein regieren kann oder durch chenrische Umsetzung wie z. B. Veresterung, Anridierung 
leicht in eine aktivierte Gruppe umgewandelt werden kann. 

[0010] Li einem bevorzugten Fall der Erfindung ist die aktivierbare Gruppe eine Hydroxygruppe. Das Initiatormolekul 
wird durch die allgemeine Formel Jl*-(A)-(R l0 )!j(XH), (mit e = 1 bis 12, R7 die oben beschriebene Schutzgruppe, A die 
geschOtzte aktivierbare oder aktivierte Gruppe, XH die OH oder NHRrGruppe, R 10 eine beliebige lineare oder ver- 
zweigte Kohlenwasserstofikette mit 1 bis 12 C-Atomen an denen XH-Reste gebunden sind, j = 0 oder 1) wiedergegeben. 
Im Falle von Verbindungen mit zwei und mehreren XH-Endgruppen (e groBer oder gleich 2) entstehen verzweigte Poly- 
oxyalkylene. Einen Sonderfall der Erfindung ist gegeben wenn die Sauerstoff- oder Stickstoffgruppe, die das acide H 
Atom aurweist gleichzeitig die geschtitzte aktivierbare Gruppe darstellt. In diesem Fall, wie beispielsweise bei t-Butanol, 
Benzylalkohol, Di- oder Triphenylmethanol ist j = 0 und (A-X) = Sauerstoff. 

[0011] Unter einer aktivierten Gruppe werden im weiteren reaktive Endgruppen von Polyoxyalkylencn verstanden, die 
aus der aktivierbaren Gruppe hergestellt werden konnen und die befatngt sind das Polyoxyalkylen chemisch an eine re- 
aktive Amino-, Thiol-, Hydroxy- oder Carboxylatgruppe eines Proteins oder Biomolekuls zu koppeln, Insbesondere wer- 
den folgende Gruppen unter einer aktivierten Gruppe verstanden: Eine Aldehyd-, Keto- oder Carboxylendgruppe, eine 
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prim. Aminoendgruppe, eine Sucdnimidylcarbonat-, Nitrophenylcarbonai-, Imidazolylcarbonat- und andere Carbonate- 
sterendgruppen, eine Succinimidylsuccinatendgruppe, eine Suceinimidylcaibonylendgruppe, eine Tosylat- oder Tresyla- 
tendgruppe, eine Glyoxalendgruppe, eine Imidoesterendgruppe, eine Dichlor-triazinendgruppe, eine Isocyanatgruppe, 
eine Maleinimidgruppe, eine 2,2,2-TYifluorethansulfonsauregruppc. Einen erfindungsgemaB bevoizugten Sooderfall 
stellen Aldehyd- und Ketogmppen dar, da sie geschiitzt als Acetal eine geschtitzte aktivierte Endgruppe darstellen. 5 
[0012] Der zusammengesetzte Prozess ausgebend von dem erfindungsgemaBen InitiatormoLekul besteht aus den fol- 
genden 4 Schritten (Die Reaktionsgleicbungen werden am Beispiel eines Initaitorniolekuls mit einer XH-Gruppe darge- 
stellt (e = 1), bei mehreren freien XH-Gmppen, entsteht in Reaktions schritt 1 analog ein Initiatoipolyanion, das in Schritt 
2 zu ein em verzeigten einfach alpha-geschiitzten-omega-polyhydroxy-Polyoxyalkylen mit e Hydroxyendgiuppen rea- 
giert In Schritt 3 wild dieses zu einem verzweigten einfach alpha-geschtitzten-omega-polyalkoxy-Polyoxyalkylen urn- 10 
gesetzt aus dem in Schritt 4 schlieBlich ein in alpha-Stellung einfach aktivierbares oder einfach aktiviertes poly-omega- 
alkoxy-Polyoxyalkylen resultieit) 



1. Schritt 

Oberfiihrung des beschriebenen Initiatonnolekuls in das entsprechende Initiatoranion 
Reaktionsgleichung 7 

Base 

R 4 -(A)-(R 10 )XH ► R 4 -(A)-(R 10 )X- (fure=1) 

H-Base 



Reaktionsgleichung 8 

fiire= 1 

R 4 -(AMR 10 )X- +nCH2-CHR 1 



\ / R 4 -(A)-(R 10 )XCH 2 CHR 1 OCH 2 CHR l )n-iO- 
O 

bzw. nach Neutralisation (+H*): 
R^tAHR^XCHzCHR^OCHzCHR^^OH 



bzw.fUro 1 



15 



20 



25 



bzw. 

R 4 -(AHR 10 )j(XH) e — =- ► R 4 -(A)>(R 10 )j(X-) e (fure>1) 

H-Base 

mit H = acides Wassersloff atom, R 4 = Schutzgruppe, die unter alkali schen Bedingungen stabil ist, A = aktivierte oder ak- 30 
tivierbare Gruppe, X = O oder NR 3 und R 3 = H, Aryl oder Ci bis Ci2-Alkyl und a = 1 bis 7 und R 10 eine beliebige lineare 
oder verzweigte Kohlenwasserstoffkette mit 1 bis 12 C-Atomen an denen XH-Reste gebunden sind und e = 1 bis 12, j = 0 
oderl). 

2. Schritt 35 

[0013] Anionische Polymerisation des Alkylenoxids an der Alkoholai- bzw. AmioVGruppe des Initiatormolektus zu ei- 
nem alpha-gesdautzten-omega-hydroxy-Polyoxyalkylen (Reaktionsgleichung 8). Durch Copolymerisation eines Alky- 
lenoxids mit Glycidoi (3-Hydroxypropenoxid) Reaktionsgleichung 9) konnen an dieser Stelle auch zusatzlich \ferzwei- 
gungen geschaffen werden und damit auch hier alpha-geschfltzte-polyomega-hydroxy-Polyoxyalkylene hergestellt wcr- 40 
den, die aufgrund der Verzweigung weit grofiere Molmassen wie lineare alpha-geschatzte-omega-hydroxy-Polyoxyalky- 
lene aufweisen ktfnnen. 



45 



50 



55 



1 .Polymerisation 

2. Neutralisation (+H*) 

R 4 -(AHR 10 )j(Xle+nCH2-CHR 1 — ► » 

\ / 

O R 4 -(A)-(R 10 )j(X(CH 2 CHR 1 O) (n -i)te(CH2CHR 1 OH))e 

65 
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Reaktionsgleichung 9 

R 4 -(A)-(R 10 )X- + nCHr-CHR 1 + CH2-CHCH2OH 1PolYmerisation ► 

\ / \ / 2. +H + 

O O 
R 4 -{A)-(R 10 )X.{CH 2 CHR 1 O)pCH 2 CH(OCH 2 CHR 1 W P OH 

CH 2 (OCH 2 CHR%OH 

[0014] Mil den oben genannten Bedcutungen von n, A, R\ R\ R 10 , X und m, p ganze Zahlen zwischen 0 und 2000 wo- 
bei gilt m + p < n. 

3. Schritt 



[0015] Veretherung der im Schritt 2 geraaB Reaktionsgleichung 8 entstandenen freien - CH2CHR l OH-omega-End- 
gruppe bzw. der entsprechenden freien omega-Alkoholatfunktion des alpha-geschiitzten-omega-hydroxy-Polyoxyalky- 
len bzw. der gem SB Reaktionsgleichung 9 entstanden freien omega-hydroxy-Endgruppen mit einem Alkylierungsrea- 
gens R*Y wie beispielsweise einem Alkylhalogenid oder eincm Dialkylsulfat. Dabei entstehen gemafi Reaktionsglei- 
20 chung 1 0 aus den alpha-geschfltzten-omega-hydxoxy-Polyoxyalkylen alpha-geschUtzte-omega-alkoxy-Polyoxyalkylene. 
Aus den alpha-geschutzten-^mega-poly-hydroxy-Polyoxyalkylene entstehen dabei alpha-geschiitzte-omega-poly-al- 
koxy-Polyoxy alkylene. In jedem Fall werden bei diesem Reaktionschritt alpba-omega-Dihydroxy-Polyoxyalkylene und 
alpha-omega-polyhydioxy-Polyoxyalkylcne, die im Schritt 2 als unerwunschte Nebenprodukte anfallen zu nicht reakti- 
ven alpha-omega-dialkoxy-Polyoxyalkylenen und aJpha-omega-polyalkoxy-Polyoxyalkylene. 



Reaktionsgleichung 10 



1. +Base 

2. +R 5 Y /-r 



R*-(AHR 10 )jXCH2CHR 1 (OCH2CHR 1 )„.iOH- ~* 

R^AJ^R^jXCHiCHR^OCHzCHR^n^OR 5 (fUr e=1) 

bzw. 

Z + e R*Y / -er 

R 4 ^A)-(R 10 )i(X(CH 2 CHR 1 O) <n-i)te(CH 2 CHR 1 OH)) e -► 

R 4 -{A)-(R 1 °)j(X(C H 2 CHR 1 0) (n-i^CHzCHR'OH)), (fQr e>1) 

45 mit R 5 = Ci bis Cir Alkyl und Y = Halogen oder SQ4-R 5 , n, e, j, A, R 4 , X, R l , R 10 haben die Bedeutungen wie oben. 

4. Schritt 

[0016] Abspaltung der Schutzgruppe (R 4 ) zur direkten Freisetzung der akb* vierten Gruppe (A) oder zur Freisetzung der 
50 aktivierbaren Gruppe A und nachfolgenden Aktivierung der freigesetzten aktivierbaien Gruppe (A). Entsteht nach der 
Entfernung der Schutzgruppe direkt ein Gemisch aus alpha- aktivierten-omega-alkoxy-Polyoxyalkylenen und alpha- 
omega-ctialkoxy-Polyoxyalkylenen kann dieses direkt mit Proteinen umgesetzt werden. 1st (A) nur eine aktivierbare 
Gruppe wie zuni Beispiel eine Hydroxygruppe, muB das Gemisch aus alpha-hydroxy-omega-alkoxy-Polyoxyalkylenen 
und alpha-omega-dialkoxy-PolyoxyalkylenBn an der freien Hydroxygruppe weiter zu einer aktiven, zu einer Reaktion 
55 mit einem Protein befahigten Gruppe umgesetzt werden. 

[0017] Binen Sonderfall der Erfindung stellt insbesondere die Abspaltung der Schutzgruppe R 4 aus einem Gemisch 
von geschutzten alpha-akUviexten-omega-hydraxy-Polyoxyalkylenen und alpha-omega-dihydroxy-Polyoxyalkylenen 
unter Auslassung des Schritts 3 dar. In diesem Fall, der nur moglich ist wenn die Abspaltung direkt zu einem alpha-ak- 
tivierten-Polyoxyalkylen fuhrt, kann dieses Gemisch direkt zur Kopplung an Proteine eingesetzt werden ohne \fernetzun- 
60 gen der Proteine zu verursachen. Eine weiter Aktivierung dieser spezifischen Gemische aus alpha-aktivierten-omega-hy- 
droxy-Polyoxyalkylenen und alpha- omega- dihydroxy-Polyoxy alky lenen ist nicht moglich, da sie unweigerlich zu zwei- 
fach aktivierten Polyoxyalkylenen fuhren wurde. 

[0018] Bevorzugt wird fur den beschriebenen Prozess die Verwendung von Ethylenoxid zur Herstellung von Gemi- 
schen linearer einfach alpha-aktivierter-omega-alkoxy-Polyoxyethylene bzw. alpha-aktivierbarer-omega-alkoxy-Poly- 
65 oxyethylene mit nicht reakti ven alpha-ornega-dialkoxy-Polyoxyethylenen und die Verwendung eines Monomergemischs 
von Ethylenoxid mit 0,1-4 Gew.-%, bevorzugt 0,1—1 Gew.-% Glycidol zur Herstellung von Gemisch en verzweigter ein- 
fach alpha-aktivierter-polyomega-hydroxy-Ffelyoxyethylene oder einfach alpha- aktivieiter-poly -omega- alkoxy-Poly- 
oxyethylene mit nicht reaktiven alpha-omega-polyalkyl-Polyoxyethylenen. ErfindungsgemaBe Schutzgruppen F 4 sind 



6 
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Idcht entfernbare Schutzgruppen filr Hydroxygruppen, Amino- oder Aldefaydgruppen, die unter alkalischen Bedingun- 
gcn stabii sind. DemgemaB sind bevoizugte Iniuatormoiekule einfach gcschQtztc Di- und Polyhydroxyveibindungen 
(einfach geschiitzte Glykole, einfach gcschOtztes Pentaerythrol, Glycerin, TYimethylolpropan oder einfach geschutzte 
Zuckeralkohole) InitiatormolekUb gemSB der voriiegenden Erfindung sind demgemaB \ferbindungen der Strukturforaiel 
2, 3, 4 und 5, bei denen die R«-S auerstoffbindung, nach der Umsetzung mit Alkylenoxid in Schritt 2 und der Alkylierung 5 
in Schritt 3 unter sauren oder hydrierenden Reaktionsbedingungen in Schritt 4 leicht gespalten werden 
[0019] ErfindungsgemaBeAlkohoLe sind in den Suiakturfonnel 2, 3, 4, 5 und 6 wiedeigegeben. 

Strukturformel 2 

R^O-CCHzCH^dH 10 



Strukturformel 3 

R^O-CHrCCCHzOH^ 



Strukturformel 4 

R^OCHrC^^CHzOH^ 



Strukturformel 5 

R 4 -O-CH 2 -(CH0H) ll -CH 2 0H 

Strukturformel 6 

HOCHHCHO^pCH-tCHOHyCHaOH) 
OR 4 



^ . = ^ nZy !' f TKph^ylmethyl, Methyltripbenylmethyl, Dipheoylmethyl THmethoxybenzyl, Di-methoxy- 
benzyl, ^Tfetrahydopyranyj, 2-Tfctrahydrofuranyl, Methoxymethyl, Benzyloxymethyl, t-Butoxymethyl 2-Methoxyet- 
^^y^^Me^l-l-methoxyethyl, 1-Meihyl-l-benzyloxymethyl. p-Methoxybenzyl. TWalkyhdiyl 
undd = Obis6,a = 0bts8,f=0bis4,g = 0bis4undR u = Ci-C6-Alkyl 

[0020] Besooders bevoizugte Imtiatormolekiile (R 4 -(A)-(R l0 )j(XH) e ) smddariiber hinaus alpha-hydroxy-omega-Alde- 
hydc bzw. Ketone oder alpha-anrino-omega-Aldehyde bzw. Ketone sowie Di- und Polyhydroxyaldehyde und Ketone 
deiai jeweilige Aldebyd- oder Ketogruppe dutch ein Acetal oder etn Thioacetal geschOtzt sind (R 4 = Acetal- oder Thioa-' 
cetalgruppe (A) = R B -C0-R 7 -) (siehe Strukturformel 7, 8). 



Strukturformel 7 

R 8 Z 
\ 

R 6 -C-R 7 -(XH). 
/ 

R*Z 



Strukturformel 8 



(rf 9 ) R^C-R 7 -(XH) e 

\ „ / 



25 



30 



35 



40 



45 



50 



55 



60 



R 8 = C\ bis dg-Alkyl 

R 6 = H oder Ci bis Cig-Alkyl 

R 7 = eine beUebige linearc oder verzweigte Kohlenwasserstofikette mit 1 bis 12 C-Atomen an denen XH-Reste gebun- 
den sind, X = O oder NR 3 mit R 3 = H, Aryl oder C : bis C 12 -Alkyl 8 „ 

Z = OoderS 65 
R 9 s C\ bis Cir Alkenylrest und e = 1 bis 12. 

[0021] Das heiBt in der Formel fur das erfindungsgemaBe Ihitiatormolekflle (R 4 -<A>(R 10 )j(XH) e ) ist R 4 gleich zwei R 8 
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Gruppen bzw. eine -(CH^-Gruppe iind die geschutzte aktivierte Giuppe (A) ein Aldehyd- bzw. Ketonhydrat R 6 - 
C(OH) r R - odcr Thioaldchydhydrat R 6 -C(SH)rR 7 -, die als solchc naturlich nicht existieren sondem in die korrespon- 
diercnden Aldehyde oder Ketone umlagern und nur in der Form der jeweiligen Aoetale bzw. Ketale stabil sind. 
[0022] Gegenstand der Erfindung sind aucb die gemaB dem oben beschriebenen Verfahren (Schritt 1 bis 4) hergestell- 
len Gemische aus einfach aktivierten Polyoxyalkylenen und nicht aktivierten unreakuVen alpha-omega-dihydroxy-Poly- 
oxyalkylenen beziehungsweise Gemische von alpha-aktivierten-omega-alkoxy-Polyoxyalkyknen und unreaktiven al- 
pha-omega-dialkoxy-Polyoxyalkylenen sowie Gemische aus alpha-hydroxy-omega-alkoxy-Polyoxyalkylenen und al- 
pha-omega-dialkoxy-Polyoxyalkylenen, die einfach in die genannten Gemische, die nur mono- aktivierte Polyoxyalky- 
lene enthalten uberfuhrt werden k6nnen. Die mittlere molare Massen der erfindungsgemaBen Gemische liegt zwischen 
1000 und 150 000 g/mol, bevorzugt zwischen 3000 und 75 000 g/moL 

[0023] Die Gemische enthalten im allgemeinen 70 bis 99,5 Gew.-%, bevorzugt 90 bis 99,5 Gew.-% einfach aktivierte 
Polyoxyalkylene bzw. einfach aktivierbare alpha-hydroxy-omega-alkoxy-Polyoxyalkylene und 0,5 bis 30Gew.-%, be- 
vorzugt 0,5 bis 10 Gew.-% unreaktive alpha-omega-dialkoxy-PolyoxyalkylBne. Der Anteil an diaktivierten bzw. diakti- 
vierbaren Veiunreinigungen ist kleiner 1 Gew.-% bevorzugt kleiner als 0,2 Gew.-%. 

[0024] ^ Bevorzugte Gegenstande der Erfindung sind Gemische aus Polyoxyethylenen, die in alpha SteUung als aktivie- 
rende Gruppe eine Aldehyd- oder Xetogruppe enthalten und in omega SteUung eine oder mehrere Hydroxygruppen ent- 
halten mit alpha^mega^hydroxy-Polyoxyethylenen, die gemaB der Abfolge von Schritt 1, 2, 4 aus einem alpha-hy- 
droxy-omega-Aldehyd bzw. Keton oder alpha-amino-omega- Aldehyd bzw. Keton sowie aus Di- und Poly-hydroxy-Al- 
dehyden oderPoly-hydroxy-Ketonen, die an der jeweiligen Aldehyd- oder Ketorunktion mit einer Acetal- oderThioace- 
talgruppe gcschatzt sind, als InidatormolekQl (Strukturformel 7 und 8) und Ethylenoxid oder einem Gemisch aus Glyci- 
dol und Ethylenoxid mit einem Anteil von 0,1-4 Gew.-% bevorzugt 0,1-1 Gew.-% Glycidol als Monomere hergesteUt 
werden kSnnen. Die Gemische enthalten im allgemeinen 70 bis 99,5 Gew.-%, bevorzugt 90 bis 99,5 Gew.-% monoalde- 
hyd- bzw. -monoketorunktionelle Polyoxyalkylene und 0,5 bis 30 Gew.-%, bevorzugt 0,5 bis 10 Gew.-% unreaktive al- 
pha-omega-aihydroxy-Polyoxyalkylene. Der AnteQ an diaktivierten bzw. diaktivierbaren Verunreinigungen ist kleiner 
1 Gew,-% bevorzugt kleiner als 0,2 Gbw.-%. 

[0025] Besonders bevorzugte Gegenstande der Erfindung sind Gemische aus Polyoxyethylenen, die in alpha SteUung 
als aktivierende Gruppe eine Aldehydgruppe enthalten und in omega-Stellung eine oder im Falle von Verzweigungen 
mehrere Alkoxygruppe(n) enthalten mit nicht reaktiven alpha-omega-dialkoxy-Polyoxyethylenen bzw. im Falle von Ver- 
zweigungen alrjha-otnega-polyalkoxy-Polyoxyethylenen, die gemaB der Abfolge von Schritt 1, 2, 3, 4 aus einem, an der 
Aldehydfunktion mit einer Acetal- oder Thioacetalgruppe geschiitzten alpha-hydroxy-ornega-Alkanal oder alpha-amino- 
omega-Alkanal bzw. Di- und Polyhydroxyaldehyden und Ketonen (Strukturformel 7 und 8) als Imtiatormolekul und 
Ethylenoxid bzw. einem Gemisch aus Glycidol und Ethylenoxid mit einem Anteil von 0,1-4 Gew.-% bevorzugt 
0,1-1 Gew.-% Glycidol als Monomer hergesteUt werden konnen. Die Polyoxyalkylengenrische enthalten im allgemei- 
nen 70 bis 994 Gew.-%, bevorzugt 90 bis 99,5 Gew.-% monoaldehyd- bzw. rnonoketofunktionelle Polyoxyalkylene und 
0^ bis 30 Gew.-%, bevorzugt 04 bis 10 Gew.-% unreaktive alrAa-omega-dialkoxy-Polyoxyalkylene. Sie sind dadurch 
gekennzeichnet, dass sie kleiner lGew.-% bevorzugt kleiner 0,2 Gew.-% alpha-omega-dialkanaloxyl- oder alpha- 
onu^a-polyalkanaloxyl-Polyoxyethylene enthalten. 

[0026] Die mittlere molare Massen dieser bevorzugten Gemische liegt zwischen 1000 und 150 000 g/mol, besonders 
bevorzugt zwischen 3000 und 75 000 g/mol. " 

[0027] Gegenstand der Erfindung sind weiter Gemische aus alpha-carboxy-omega-alkoxy-Polyoxyethyienen mit nicht 
reaktiven alpha-omega-dialkoxy- oder alpha-omega-polyalkoxy-Polyoxyethylenen, die gemaB der Abfolge von Schritt 
1, 2, 3, 4 aus einem, an der Aldehydrunktion mit einer Acetalgruppe geschiitzten alpha-hydroxy-omega-vUkanal oder al- 
pha-araino-omega-Alkanal bzw. Di- und Poly-hydroxyalkanal (Strukturformel 7 und 8) als InitiatormolekOl und Ethy- 
lenoxid bzw. einem EmylenoxicVGlycidol-Gemisch als Monomer, mit abscblieBender Oxidation der in Schritt 4 freige- 
setzten Aldehydgruppe zur Carbonsaure hergesteUt werden konnen. Die Gemische sind dadurch gekennzeichnet, dass 
sie kleiner 1 Gew.-% bevorzugt kleiner als 0,2 Gew.-% alpha-omega-dicarboxy-Pblyoxyethylene enthalten Die mittlere 
molare Massen dieser bevorzugten Gemische liegt zwischen 1000 und 150000 g/mol, besonders bevorzugt zwischen 
3000 und 75000 g/moL Die Gemische enthalten im allgemeinen 70 bis 994 Gew.-%, bevorzugt 90 bis 994 Gew.-% mo- 
nocarboxy-aktivierte Polyoxyalkylene und 04 bis 30 Gew.-%, bevorzugt 04 bis 10 Gew.-% nicht reaktive alpha-omega- 
malkoxy-Polyoxyalkylene. 

[0028] Die Gemische konnen in bekannter Weise z. B. durch Reaktion der Carboxylgruppe mit N-Hydroxy-Succini- 
mid in Gegenwart von Dicyclctexylcarbotf imid weiter zu Gemischen aus alpha-aktivierten-omega-alkoxy-Polyoxy- 
ethylenen umgesetzt werden, die kleiner 1 Gew.-% bevorzugt kleiner 0,2 Gew.-% di-aktivierte Polyoxyethylene enthal- 
ten. 

[0029] Gegenstand der Erfindung sind weiter Gemische aus 70 bis 99,5 Gew.-%, bevorzugt 90 bis 994 Gew.-% alpha- 
hydroxy-omega-alkoxy-Polyoxyethylene mit 04 bis 30Gew.-%, bevorzugt 04 bis 10Gew.-% nicht reaktiven alpha- 
omega-dialkoxy-Polyoxyethylenen, die gemaB der Abfolge von Schritt 1, 2, 3, 4 aus den einfach geschiitzten Di- und Po- 
ly hydroxyverbindungen (Stnakturlbrmel 2, 3, 4, 5) als mitiatortnolekul und Ethylenoxid bzw. einem Gemisch von Ethy- 
lenoxid mit geringen Mengen Glycidol (0,1 bis 4 Gew.-%, Glycidol bevorzugt 0,1-1 Gew.-%) als Monomer hergesteUt 
werden konnen. Schritt 4 beinhaltet dabei die Spaltung der ursprQnglichen K^-SauerstofF-Bindung. Die Gemische sind in 
alien Fallen dadurch gekennzeichnet, dass sie weniger als 1 Gew.-%, bevorzugt weniger als 0,2 Gew.-% alpha-omega- di- 
hydroxy-Polyoxyethylene bzw. alpha-oinega-polyhydroxy-Polyoxyethylene enthalten. 

[0030] Die mittlere molare Massen dieser bevorzugten Gemische liegt zwischen 1000 und 150 000 g/mol, besonders 
bevorzugt zwischen 3000 und 75 000 g/mol. Die Gemische konnen in bekannter Weise zu Gemischen aus alpha-aktivier- 
ten-omega-alkoxy-Polyoxyethylcnen und alpha-omega-dialkoxy-Polyoxyethylenen bzw. zu Gemischen aus alpha- aku- 
vierten-poly-omega-alkoxy-Polyoxyethylenen und alrAa^mega-rx>lyalkoxy-Polyoxyethybnen umgesetzt werden, die 
die genannten niedrigen Konzentrationen an di-aktivierten oder poly- aktivierten Polyoxyethylenen enthalten. Die voriie- 
gcnde Erfindung bezieht sich darOber binaus auf die Verwendung der genannten erfindungsgemaBen Gemische von spe- 
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zifisch einfach alpha-aktivierten-Poiyoxyalkylenen mit nicht reaktiven Pblyoxyalkylenen, die gemSB Schritt 1 bis 4 und 
gegebenenfalls nactfolgender Aktivierungsreaktion zuganglich rind, fur die Reaktion mit Proteinen und anderen bioio- 
gisch aktiven Molekulen. 

[0031] Insbesondere bezieht sich die vorliegende Erftndung auf die Verwendung der genannten erfindYmgsgemaBen 
Gemische aus alpha-aikanaloxy-omega-hydroxy-Polyoxyethylenen und alpha-omega-dihydroxy-Polyoxyethylenen so- 
wie auf die Verwendung der alpha-alkanaloxy-ornega-alkoxy-Polyoxyethylenen und alpha-omega-dialkoxy-Polyoxy- 
ethylenen, die dadurch gekennzeichnet sind, dass die Gemische keine oder nur minimale alpha-omega-dialkanaloxy-Po- 
lyoxyethylene enthalten, fur die Reaktion mit Proteinen und anderen biologiscbe aktiven Molekulen. 
[0032] Die Erflndung wir nun anhand von einigen Beispielen naher verdeutlichL 

Beispiel 1 

Herstellung eines Gemischs aus alpha-(piDpaD-l-al-3-oxy>oiiiega-butoxy-PolyoxyethylBns (molare Masse 4950 g/mol) 
mit alpha-omega-di-butoxypolyoxyethyien (molare Masse 9500 g/mol) 

[0033] Zu einer Losung von 1,48 g 3,3-Diethoxy-l-propanol in 10 ml THF in einem Druckreaktor bei Raumtempera- 
tur werdra unter Snckstof^ gDiphenylmethylkaliumgelostin lOmlTHFgegebenbisdieFaibungverschwindet An- 
schlieBend werden 55 g Ethylenoxid zugegeben und bei Raumtemperatur fur 48 Stunden geruhrt, Nach der Abreaktion 
?n^ leDOXidS , Werden 0,2 g Na0H und anschlaeBend 1-Chlorbutan im Uberschuss zugegeben (4 g) und 

bei 40°C fur 24 Stunden geriihrt. Das Reaktionsgemisch wird in Diethylether gegossen und das unloslicbe Polymeige- 20 
nusch aus alpfaa-{l,l-Dieftoxy-3^xy-prop^ und alpha-omega-Dibutoxypoiyoxy- 

ethylen abflltriert Das Polymer wird in Wasser geldst mit Salzsaure bis pH 2 angesauert und 2 Stunden auf 90°C erhitzt 
AnschlieBend wird das entstandene Ethanol als Ethanol-Wassergemisch unter Vakuum abdestilliert, die Losung mit Na- 
tronkuge neutralisiert und das Polymergemisch erneut in Diethylether gefaUt und filtriert Wassrige Gelchromatographie 
des resultierenden Polymergemischs mit Polyoxyethyienstandards zeigt eine Vbrteilung nrit einem Hauptpeak bei einer 25 
mittleren molaren Masse von 4950 g/mol iiberlagert von einem kleinen Peak bei 9500 g/mol. Die Endgmppeountersu- 
chung mittels H-NMR ergibt ein Verhaltnis von Butyl- zu Aldehydendgruppen von 1,15 zu 1 was einem molaren Ge- 
mischverhaltnis von alpha-(propaD.l-al-3-oxy}^mega-butoxy-Polyoxyethylen (mitdere molare Masse 4950 g/mol) zu 
alpha-omega-di-butoxy-Poiyoxyethylen (mitdere molare Masse 9500 g/mol) von 93 zu 7 entspricht, Hydroxyendgrup- 
pen sind mcht nacbweisbar. Das resultierende Polymergemisch kann fiber die freie Aldehydgruppe direkt an freif pri- 30 
mare Aminogruppen (Lysinreste) von Proteinen gekoppeit werden, ohne die unerwunschte Vernetzung der Proteine zu 
venirsachen. 
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Beispiel 2 

Herstellung eines Gemiscfas aus alpha-keto-omega-benzyloxyethylens mit alpha-omega-di-Benzyloxypolyoxyethylenen 

(molare Masse 19000 g/mol) 

[0034] ZueinerLosung von0,27g l,l-Dimemoxy-cyclohexan-2^1m^ 

peratur werden unter Stickstoff 0,42 g Dipbenylmethylkalium in 2 ml THF gegeben bis die Farbung verschwindet. An- 
schheBend warden 45 g Ethylenoxid zugegeben und bei Raumtemperatur fur 48 Stunden geruhrt Nach der Abreaktion 
SH^^"™? ^ 02 g NaOH eiDeut ^ m und Benzylchiorid im Oberschuss zugegeben (3 g) und 

bei 40 C fur 24 Stunden geruhrt Das Reaktionsgemisch wird in Diethylether gegossen und das unloslicbe Pblymerge- 
misch aus alpha-(l J-Drmethoxy-^xy-cyeM^^ und alpha-omega-Dibenzy- 

^^F**?^ abmtlieit - DasPblymer wird in Wasser gelost mit Salzsaure bis pH 2 angesauert und2 Stunden auf 
90 C erhitzt AnschheBend wird das entstandene Methanol als Methanol-Wassergenusch unter Vakuum abdestiuiert, die 
Losung mat Natronlauge neutralisiert und das Polymergemisch emeut in Diethylether gefallt und filtriert. WSssrige Gel- 
chromatographie des resultierenden Polymergemischs mit Polyoxyethyienstandards zeigt eine Verteilung mit einem 
Hauptpeak bei einer mittleren molaren Masse von 19000 g/mol iiberlagert von geringen Anteileo hohermolekularerPro- 
dukte. Die Endgruppenuntersuchung mittels l H-NMR ergibt ein Verhaltnis von Benzyl zu Xetoendgruppen von 1 4 zu 1 50 
was unter der Annahme gleicher mittlerer molarer Massen von 19000 g/mol, einem molaren Geimschvemaltms von al- 
pna-(l-ipto-2^ m alpha-omega-di-benzyloxypolyoxyethylen 

von 84,4 zu 16,6 entspricht. Hydroxyendgruppen sind nicht nachweisbat 

[0035] Das resultierende Polymergemisch kann fiber die freie Ketogruppe direkt an rreie primare Aminogruppen (ly- 
sinreste) von Proteinen gekoppeit werden ohne die unerwQnschte Vernetzung der Proteine zu verursachen. 55 

Beispiel 3 

Herstellung eines Gemischs aus alpha-hyo^xy-caiiega-methoxy-Polyoxyalkylens mit alpha-omega-di-methoxy-Poly- 

oxycthylenen (molare Masse 10000 g/mol) 60 

[0036] Zu einer Losung von 0,272 g 2-Tetrahydopyranyl-oxy-ethanol in 5 ml THF in einem Druckreaktor bei Raum- 
temperatur werden unter Stickstoff 47 mg Nattium in 5 ml THF gegebem Nach der Reaktion des Natriums zum Alkoho- 
lat werden 25 g Ethylenoxid zugegeben und bei Raumtemperatur fur 48 Stunden geruhrt. Nach der Abreaktion des Etfay- 
lenoxids wird Methylchlorid im Uberschuss zugegeben (1 g) und bei Raumtemperatur fur 4 Stunden geruhit Das Reak- 
tionsgemisch wird in Diethylether gegossen und das unlosliche Polymergemisch aus alpha-(2-oxy-Tetrahydropyranyl)- 
omega-methoxy-Poiyoxyethylenen und alpha^mega-Dimethoxypolyoxyethylen abfiltriert. Die Endgruppenuntersu- 
chung mittels H-NMR ergibt ein Verhaltnis von Tetrahydropyranyl zu Methylendgmppen von 1 zu 1,15 was/untcr der 
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Annahme gleicher mittlerer molarer Massen, einem molaren GemischverhMltnis von alpha-(2-oxy-Tetrahydropyranyl-)- 
omega-methoxy-Polyoxycthylenen zu alpha-omega-di-mcthoxypolyoxycthylen von 93 zu 7 entspricht. Entscheidend 
1st, dass nach diescra Reaktionsschritt keine Hydioxyendgruppen nachweisbar sind. Das Polymer wird zur Abspaltung 
der 3,4-Dmydrc-2H-pyrangruppe in Wasser gelost mit Salzsaure bis pH 2 angesauert und 2 Stunden auf 90°C erhitzt 
AnschlieBend wild das entstandene 3,4-Dihydro-2H-pyran unter Vakuum abdestilliert, die Losung triit Natronlauge neu- 
tralisiert und das Polymergemisch erneut in Diethylethcr gefallt und filtriert. In dicsem Reaktionschritt entstcben ein Gc- 
misch aus alpha-hydroxy-omega-melboxy-Poiyoxyethylen und alphMmcgaKliraetboxy-Polyoxycthylen. Wassrige Gel- 
chromatographie des resultierenden Polymergemischs mit Polyoxyethylenstandards zeigt eine Verteilung nut einem 
Hauptpeak bei einer nrittleren molaren Masse von 10200 g/rnol Das resultierende Polymergemisch wird anschlieBend 
durch Umsetzung nrit 4-Nitrophenylchlorformiat in ein Gernisch aus alpha-(4-Nitrophenylfonniat>aktivierten^rnega- 
methoxy-Poiyoxyethylen und Dimethoxypolyoxyethylen umgesetzt, das zur Kopplung an Ptoteine eingesetzt werden 
kann. Da vor der Aktivierung mit Niirophenylchlorfornriat keine alpha-omega-di-hydroxy-Polyoxyethylene vorbanden 
waren, entstehen keine alpha^rnega-diaktivierteD-Polyoxyethylene und die Kopplung an Proteine verlauft ohne die un- 
erwunschte Vernetzuug der Proteine zu verarsachen. 

Beispiel 4 

Herstellung eines Gemischs aus einem verzweigten alpha-(3-methyl-3-oxy-butan-l-al)-omega-polybutyloxy-Polyoxy- 
ethylen mit verzweigten alpharomega-polybutyloxy-Polyoxyethylenen 

[0037] Zu einer Losung von 03 g 4,4-Dinremoxy-2-meU]yl-2-butanol in 10 ml THF in einem Druckreaktor bei Raum- 
temperatur werden unter Stickstoff 0,41 g Diphenylmethylkalium in 5 ml THP gegeben bis die Farming verschwindet 
[0038] AnschlieBend werden ein Gemisch aus 55 g Ethylenoxid und 0,1 6 g Glycidol zugegeben und bei Raumtempe- 
ratur fur 48 Stunden geruhrt. Nach der Abreaktion des Ethylenoxids/Glycidol Gemisch wird 1-Chlorbutan im Uber- 
schuss zugegeben (2 g) und bei 40°C fur 24 Stunden geruhrt Das Reaktion sgemisch wird in Diethylethcr gegossen und 
das unlosliche Polymergemisch aus verzweigten al^a-(4,4-Diinethoxy-2-riiethyl-2-oxy-but^)K)niega-poly-butoxy-P^ 
lyoxyethylenen und alpha-omega-poly-butoxy-Polyoxyemylen abfiltriert Das Polymer wird in Wasser gelost nrit Salz- 
saure bis pH 2 angesauert und fur 2 Stunden auf 90°C erhitzt AnschlieBend wird das entstandene Methanol unter Va- 
kuum abdestilliert, die Losung mit Natronlauge neutralisiert und das Polymergemisch emeut inDiethylether gefallt und 
filtriert Die Endgruppenuntersuchung mittels L H-NMR ergibt ein Verhaltais von Butylzu Aldehydendgruppen von 2, 3 
zu 1 was, unter der Annahme gleicher mittlerer molarer Massen, einem molaren Gemischverhaltnis von alpha-(-2-me- 
myl-2-oxy-butan-4-al)-onTega-poly-butoxy-Polyoxyethylenen zu alpha-omega-poly-butoxy-Polyoxyeuiylen von 91 zu 
9 entspricht Bedingt durch die Verzweigungen ist eine Molmassenbestimmung fiber Gelpermeationschromatographie 
mit Polyetbylenglykolstandards nur schlecht moglich. Entscheidend ist jedocfa, dass keine Hydioxyendgruppen nach- 
weisbar sind. 

[0039] Das resultierende Polymergemisch kann uber die freie Aldehydgruppe direkt an freie primare Aminogruppen 
(Lysinreste) von Proteinen gekoppelt werden, ohne die unerwiinschte Vernetzung der Proteine zu verursachen, 

Patentanspruche 

1. Gemische aus mindestens 70 Gew.-%, beyoizugt mindestens 90 Gew.-% alpha-hydroxy-omega-alkoxy-Poly- 
oxyalkylenen und 0,5 bis 30 Gew,-%, bevorzugt 0,5 bis 10Gew.-% alpha-omega-dialkoxy-Polyoxyalkylenen da- 
durch gekennzeichnet, dass der Anteil an Dihydroxy-Polyoxyalkylenen als Verunreinigungen kleiner 1 Gew.-% 
bevorzugt kleiner als 0,2 Gew.-% ist. 

2 r Gemische aus mindestens 70 Gew.-%, bevorzugt mindestens 90 Gew.-% alpha- aktivierten- omega- alkoxy-Poly- 
oxyalkylenen und 0,5 bis 30 Gew.-%, bevorzugt 04 his 10 Gew.-% alpha-omega-dialkoxy-Polyoxyalkylenen, da- 
durch gekennzeichnct, dass der Anteil an di-aktivierten Polyoxyalkylene als Verunreinigungen kleiner 1 Gew.-% 
bevorzugt kleiner als 0,2 Gew.-% ist. 

3. Gemische aus mindestens 70 Gew.-%, bevorzugt mindestens 90 Gew.-% alpha-aktivierten-omega-hydroxy-Po- 
lyoxyaikylenen und 0,5 bis 30 Gew.-%, bevorzugt 0,5 bis 10 Gew.-% di-hydroxy-Polyoxyalkylenen, dadurch ge- 
kennzeichnet dass der Anteil an di-aktivierten Polyoxyalkylen Verunreinigungen kleiner 1 Gew.-% bevorzugt klei- 
ner als 0,2 Gew.-% ist. 

4. Gemische gemaB Anspiuch 1-3, erhaltlich nach einem \ferfahren gemaB Anspruch 13-18, dadurch gekenn- 
zeichnet dass sie aus Mtiatorrnolekulen der allgemeinen Formel 

R 4 -(AHR l0 )j(XH) c 

mit H = acides Wasserstoffatom, R 4 = Schutzgruppe, die unter alkali schen Bedingungen stabil ist, A = aktivierte 
oder aktivierbare Gruppe, X = 0 oder NR 3 undR* = H, Aryl oderQ bis CirAlkyl, b s 0 bis 7 
und e = 1 bis 12, R 10 einebeliebige lineare oder verzweigte KohlenwasserstoftTcette mit 1 bis 12 C-Atomen an denen 
XH-Reste gebunden sind, j = 0 oder 1 

die mindestens ein acides Wasserstoffatom an einer Sauerstoff oder Stickstoffgruppe (X) aufweisen und gleichzeitig 
eine aktivierte oder aktivierbare Gruppe A, die durch eine Schutzgruppe, die unter alkali schen Bedingungen stabil 
ist, geschiitzt ist, hergestellt werden. 

5. Gemische gem2B den vorangehenden Anspruchen, dadurch gekennzeichnet, dass der mehrstufige Herstellungs- 
prozess aus folgenden 4 Schritten besteht: 

1. Schritt: OberfUhrung des Initiatormolekuis gemaB Anspruch 4 R 4 -(A)-((R 1( VXH) e ) in das entsprechende Initia- 
toramon R 4 -(A>(R l0 )pr (fur e = 1) bzw. in das Initiatorpolyanion R^A)-(R l0 )jPr) e (fur e > 1) 

2, Schritt: Aniomsche Polymerisation eines Alkylenoxid oder eines Gemisch von Alkylenoxiden mit dem Initiato- 
ranion als Startmolekiil zu einem alrAa-geschtoter>omega-hydroxy-Polyoxyalkylen. 
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3. Schritt: Verethemng der im Schritt 2 entstebenden omega-Hydroxygruppen des alpha-geschutzten-omega-hy- 
droxy-Polyoxyalkylen mit einem Alkytierungsreagens. 

4. Schritt: Abspaltung der Schutzgruppe Qr) des alpha-geschutzten-omega-alkoxy-Polyoxyalkylens bzw. des al- 
pha-geschutzten-omega-poly-alkoxy-Polyoxyalkylens zur Preisetzung der aktivierten Gruppe oder aktivierbaren 
Gruppe (A) des iirspriinglichen Initiatormolekuls. 

6. Gemische gemaB den AnspxQchen 2 bis 5 dadurch gekennzeichnet, dass sie durch einen mehrstufigen Prozess 
aus Hydroxy- oder Aminoacetalen oder Hydroxy- oder Aminothioacetalen gemaB folgender allgemeiner Formel als 
Initiatormolekul hergestellt werden. 

R*Z Z 
R'-C-RMxH), (f£) R^C-R 7 -(XH)e 

R 8 Z ^ Z / 

R^dbisCis-Aikyl 

R 6 = H oder C x bis CiB-Alkyl 

R 7 = eine beliebige lineare oder verzweigte Kohlenwasserstoffkette mit 1 bis 12 C-Atomen an denen XH-Reste ge- 
bunden sind, X = O oder NR 3 mit R 3 = H, Aryl oder Q bis C\ 2 -Alkyl 
Z = O oder S, R 9 = Ci bis C ir Alkenylrest und e = 1 bis 12. 

7. Gemische nach Anspruch 2-6, dadurch gekennzeichnet, dass die aktrvierte Gruppe eine Aldehyd- oder Keto- 
gruppe ist. 

8. Gemische gemaB den Anspruchen 1 bis 5 dadurch gekennzeichnet, dass das beschriebene Initiatormolekul eine 
einfach geschtttzte Di- oder Polyhydroxyverbindung darstellt, deren Schutzgruppe unter alkalischen Bedingungen 
stabil ist, jedoch unter sauren oder hydrierenden Reaktiombedingungen in Schritt 4 leicht gespalten werden kann. 

9. Gemische gemaB den Anspruchen 1 bis 5 und Anspruch 7 bis 8, dadurch gekennzeichnet, dass das beschriebene 
Initiatormolekul eine der folgenden allgemeinen Strukturformeln aufweist. 

R 4 -0- (CH 2 CH 2 0) d H R 4 -0-CH 2 -C(CH 2 OH) 3 
R 4 -O^CH2-CR 11 (CH20H) 2 R 4 -0-CHHCHOH) a -CH 2 OH 



HOCHHCHOH)f-CH^CHOH) fl (CH 2 OH) 



mit R 4 = Benzyl, tert-Butyl, Triphenylmethyl, Methyltriphenylmethyl, Diphenylmethyl Triraethoxybenzyl, Di-me- 
thoxybenzyl, 2-Tetrahydopyranyl, 2-Tetrahydrofuranyl, Methoxymethyl, Benzyloxymethyl, t-Butoxymethyl, 2- 
Methoxyethoxymethyl, 1-Ethoxyethyl, 1-Methyl-l-methoxyethyU 1-Memy I- 1-benzyloxy methyl, p-Methoxyben- 
zyl,THalkylsilyl 

und d = 0 bis 6,a = 0bis 8,f=0bis4,g = 0bis4undR ll = C l -C <s -Alkyl. 

10. Gemische gemaB den vorangegangenen Anspruchen, dadurch gekennzeichnet, dass das Polyoxyalkyien Poly- 
oxyethylen ist 

11. Gemische gemaB den vorangegangenen Anspruchen, dadurch gekennzeichnet, dass das Gemisch aus Alkylen- 
oxiden in Schritt 2 des mehrstufigen Prozesses ein Gemisch aus Ethylenoxid und Glycidol mit einem Anteil von 

0. 1.4 Gew.-% bevorzugt 0,1-1 Gew.-% Glycidol ist. 

12. Gemische gemaB den vorangegangenen Anspruchen, dadurch gekennzeichnet, dass die nrittlere molare Masse 
der erfindungsgemMen Gemische zwischen 1000 und 150 000 g/mol, bevorzugt zwischen 3000 und 75 000 g/mol 
liegt 

13. Verfahren zur Hersteilung der Gemische aus Anspruch 1-13, durch einen mehrstufigen HersteUungsprozess der 
aus folgenden 4 Schritten besteht: 

1. Schritt: tlberfuhrung des minatorrnolekuls gemaB Anspruch 4 oder 9 in das entsprechende Initiatoranion gemaB 
folgender Reaktionsgleichung 

^-(AMR^jPCH). > R^A).(R 10 )j(X-) («ire=1) 

R 4 -<A)-{R ,0 )j(X-). (fUre>1) 

2. Schritt: Anionische Polymerisation eines Alkylenoxid oder eines Gemisch von Alkylenoxiden mit dem Initiato- 
ranion als Startmolekiil zu einem alpha-geschu^ten-omega-hydroxy-Polyoxyalkylen bzw. zu einem alpha-ge- 
schOtzten-omega-polyhydroxy-Polyoxyalkylen gemaB folgenden Reaktionsgleichungen: 
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1. Polymerisation 

2. Neutralisation (+H*) 

RMAMR 10 ),^. + nCHj-CHR 1 ► 

\ / 
O 

R 4 -(A)-(R 10 )jXCH2CHR 1 (OCH2CHR 1 ) n . 1 OH- (fur o=1) 

R^AJ-iR^jtXtC^CHR^i^OCHjCHR^^^OHJe («r e>1 ) 

oder 

1 Polymerisation 
2. Neutralisation (+H*) 

R*^A)-(R 10 )pr + nCHj-CHR 1 + CH2-CHCH2OH ► 

\ / \ / 
o o 

R 4 -(A)-(R 10 ) J X-(CH 2 CHR 1 O) p CH 2 CH(OCH2CHR 1 ) nflH) OH 

I 

CH 2 {OCH 2 CHR 1 ) in OH 

rait R 4 = Schutzeruppe, die unter alkalischen Bedingungen stabii ist, A = aktivierte oder aktivierbare Gruppe, X = O 
oder NR 3 und R* = H, Aryl oder C x bis C ir Alkyl, n = 5 bis 2000, R 1 = Q bis Ci2-Alkyl oder H und m, p ganze Zab- 
len zwischen 0 und 2000 wobei gilt m + p < n, e = 1 bis 12, R 10 eine beliebige Lineare oder verzweigte Kohlenwas- 
serstoffkette mit 1 bis 12 C-Atomen an denen XH-Reste gebunden sind. j - 0 oder 1 

3. Schritt: Veretberung der im Schritt 2 entstefaenden omega-Hydioxygruppe des alpha-geschutzten-omega-hy- 
droxy-Polyoxyalkylen bzw. des entsprechenden Alkoholatanions mit einem Alkylierungsreagens genitB folgender 

1>Base 
2. +R*Y i-r 



R^AJ^R'VCHaCHR^OCHzCHR^^OH" 



RMAJ^R'VCHiCHR^OCHjCHR^n.nOR 5 (fure=1) 

bzw. 

1+Base 

2. ♦eR'Y/ -er 

RMAWR'VXtCHiCHR^^OCHaCHR'^.^oOHJo ► 

R^AHR^feWCHjCHR^i^OCHiCHR^^yeOR^e (fiire>1) 

mit R 5 m Ci bis Cir Alkyi und Y = Halogen oder S0 4 -R s 
n, e, A, R 4 , X, R 1 , R 10 haben die Bedeutungen wie oben. 

4. Schritt: Abspaltung der Schutzgruppe QC) des alpha-geschiltzten-omega-alkoxy-Polyoxyalkylen zur Freisetzung 

der aktivierten oder aktivierbaren Gruppe (A) des urspriinglichen Initiatormolekuls. 

14. Verfahren nach Anspruch 13, dadurcb gekennzeichnet, dass das Alkylenoxid Ethylenoxid ist 

15* Verfahren nach Anspruch 13 und 14, dadurch gekennzeichnet, dass das Gemisch aus AlkyLenoxiden ein Ge~ 

misch aus Ethylenoxid und Glyddol mit einem Anteil von 0,1-4 Gew.-% bevorzugt 0,1-1 Gew.-% Glycidol ist. 

16. Verfahren nach Anspruch 13, 14 und 15, dadurch gekennzeichnet, dass das Initiatorraolekul ein Hydroxy- oder 

Aminoacetal oder ein Hydroxy- oder Aniinothioacetal gemaB einer der f olgenden allgemeinen Fbrmeln ist. 
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R 8 Z Z 

R 6 ^C-R 7 -(XH)o iftf) R^C-R 7 --(XH) e 5 

R 8 z' ^ Z / 

R 8 = d bisCi»-Alkyl 

R* = H Oder C\ bis Ci 8 -Alkyl 10 
R 7 = rine beliebige lineare oder verzweigte Kohlenwasserstoffkette mit 1 bis 12 C-Atomen an denen XH-Reste ge- 
bunden sind, X = O oder NR 3 nrit R 3 = H, Aryl oder Ci bis CVAlkyl 
Z = OoderS 

R 9 = C : bis Ci2-Alkenykest 

und e = 1 bis 12. 15 

17. Verfahren nach Anspruch 13, 14 und 15, dadurch gekennzeichnet, dass das beschriebene Initiatormolekul eine 
einfach geschiitzte Di- oder Poly hydroxy verbindungen darstellt, deren Schutzgruppe unter alkalischen Bedingun- 
gen stabil ist, unter sauren oder hydrierenden Reaktionsbedingungen in Schritt 4 leicbt gespalten werden kana 

18. Vcrfahren nach Anspruch 17, dadurch gekennzeichnet, dass das Initiatormolekfll cine dcr folgcnden allgemei- 
ncn Strukturformeln aufweist. 20 

R 4 -0- (CH 2 CH 2 0) d H R 4 -0-CH2-C(CH 2 OH)3 



R 4 -O^H 2 -CR 11 (CH 2 OH) 2 R 4 -0-CHHCHOH) a -CH 2 OH 



HOCHHCHOH)rCH-(CHOH) g (CH 2 OH) 



mit R 4 = Benzyl, tert-Buty 1, TOphenylmethyl, Methyltripbenylmelhyl, DiphcnylrnethyL Trimethoxybenzyi, Di-me- 35 
thoxybenzyl, 2-Tctrahydopyranyl, 2-Tetrahydrofuranyl, Mcthoxymethyl, Benzyloxymethyl, t-Butoxymethyl, 2- 
Methoxyemoxymethyl, 1-Ethoxyethyl, 1-Methyi-l-methoxyethyl, 1-Methyl-l-benzyloxymethyl, p-Methoxyben- 
zyl,1rialkylsilyl 

undd = 0bis 6,a = 0bis8,f =0bis4,g = 0bis4undR u = C l -C 6 -Alkyl. 

19. Gemische aus einfach aktivierten oder einfach aktivierbaren Polyoxyalkylenen mit nicht aktivierten und nicht 40 
aktivierbaren Polyoxyalkylenen gemaB Anspruch 1 bis 12, erhaltlich nach dem \ferfahren der Anspruche 13 bis 18. 

20. Verwendung der Gemische, die einfach aktivierte Polyoxyalkylenen enthalten gemSB Anspruch 2, 3, 4, 5, 6, 7, 
10, 11, 12 und 19 zur chenrischen Xopplung und Modifizicrung von Proteinen und biologisch aktiven MolekOlen. 

21. Verwendung der Gemische, die einfach aktivierbare Polyoxyalkylene enthalten gemaB Anspruch 1, 4, 5, 8, 9, 

10, 1 1 , 12 und 1 9 zur Herstellung von Gemischen aus spezifisch einfach aktivierten Polyoxyalkylenen die zur che- 45 
mischen Kopplung und Modifizierung von Proteinen und anderen biologisch aktiven Molekulen eingesetzt werden 
kdnnen, 
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